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Biochimie  structurale 


Glucides. 


Introduction. 


Glucides  = Cn(H20)n  =>  "hydrates  de  carbone"  (*)  ou  polysaccharides 

Tres  repandus  dans  la  matiere  vivante  : 5%  poids  sec  animaux,  70%  poids  sec  vegetaux 
(=>  importance  des  poiymeres) 

En  alimentation  : pain,  sucre,  cereales,  lait 

• Oses  : glucides  simples,  non  hydrolysables  en  milieu  acide 

• Osides  : glucides  complexes,  dont  I'hydrolyse  donne  plusieurs  produits  : 

o holosides  : constitues  uniquement  d'oses  simples  (amidon,  glycogene,  saccha- 
rose) 

o heterosides  : constitues  d'une  partie  glucidique  ± importante  et  d'un  aglycone  = 
partie  non  glucidique  (chaine  carbonee  autre). 

Oses. 

Composes  les  plus  simples  : chaine  carbonee  lineaire  (au  moins  en  theorie) 


1 Le  terme  « hydrate  de  carbone  » correspond  a la  traduction  de  I’americain  « carbohydrate  » mais  n’a  pas 
de  sens  en  frangais  : seuls  les  termes  « glucide  » ou  « ose  » et  leurs  derives  doivent  etre  employes. 
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Tous  les  carbones  portent  une  fonction  alcool  primaire  ou  secondaire  sauf : 

un  aldehyde  sur  Ci  = aldoses 
une  cetone  sur  C2  = cetoses 

Ces  deux  fonctions  sont  reductrices  {cf.  infra). 

Aldoses. 

Le  plus  simple  comporte  3 C : glyceraldehyde  = aldehyde  glycerique 

la  molecule  possede  1 C asymetrique  =>  2 enantiomeres  possibles  : D = OH  a droite  ou  L 
= OH  a gauche 

On  connait  sa  configuration  absolue  =>  base  pour  la  nomenclature  de  tous  les  autres  glu- 
cides. On  regarde  I'avant  dernier  carbone.  Les  glucides  naturels  sont  de  la  serie  D. 


polariseur  solution  analyseur 


Par  ailleurs  I'asymetrie  du  carbone  confere  a la  molecule  un  pouvoir  rotatoire,  c'est  a dire 
qu'une  solution  de  glucide  est  susceptible  de  devier  le  plan  de  vibration  d'une  lumiere  po- 
larisee.  L'angle  de  deviation  depend  de  plusieurs  facteurs,  notamment  le  pH,  la  concentra- 
tion et  la  longueur  du  trajet  optique  (conditions  standardises),  mais  aussi  de  la  nature  du 
glucide. 

Les  glucides  qui  devient  la  lumiere  a droite  sont  dits  dextrogyres  et  notes  (+),  ceux  qui  la 
devient  a gauche  sont  levogyres  (-). 
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[a]=1000A/(CI) 

II  ne  faut  pas  confondre  les  notations  ni  les  notions  d'enantiomeres  et  de  pouvoir  rota- 
toire,  malgre  I 'anal ogie  possible. 

Par  la  synthese  de  Kiliani,  on  peut  passer  d'un  glucide  a (n)  carbones  a son  homologue 
superieur  a (n+1)  carbones.  Cette  synthese  n'est  pas  stereospecifique  mais  fournit  deux 
epimeres  (isomeres  se  differencial  par  la  position  d'un  groupement  hydroxyle). 

Aldoses  remarquables  : glyceraldehyde  ; erythrose  ; ribose  ; arabinose  ; xylose  ; glucose  ; 
mannose  ; galactose. 

Cetoses. 

On  peut  faire  deriver  les  cetoses  de  la  dihydroxyacetone  : CH2OH-CO-CH2OH. 

Les  cetoses  portent  une  fonction  cetone  sur  le  deuxieme  carbone,  ce  qui  fait  qu'ils  posse- 
dent  un  carbone  asymetrique  de  moins  que  leur  homologue  aldose. 

Les  autres  proprietes  sont  semblables  a celles  des  aldoses. 

Cetoses  remarquables  : dihydroxyacetone  ; ribulose  ; fructose. 
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Composes  apparentes  aux  oses. 

Osamines. 

L'hydroxyle  du  C2  est  remplace  par 
une  amine  : galactosamine,  glucosa- 
mine, ou  encore  par  NH-CO-CH2  : N- 
acetyl-glucosamine 

Acides  uroniques. 

Oxydation  de  la  fonction  alcool  I en 
fonction  carboxylique  (et  conservent  fonction  aldehyde)  : acide  glucuronique  (forme  de 
detoxication),  acide  galacturonique  (pectines). 


Autres. 

Acide  ascorbique  = Vitamine  C 
Polyalcools  = polyols 
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Glucides 


Proprietes  des  oses. 


Cyclisation. 


Mise  en  evidence ; Nature. 


Le  pouvoir  rotatoire  d'une  solution  de  glucose  evolue  au  cours  du  temps,  alors  que  c'est 
en  theorie  une  constante,  au  meme  titre  que  le  point  de  fusion  ou  la  masse  moleculaire. 
Par  ailleurs,  certaines  reactions  caracteristiques  des  aldehydes  ne  se  font  pas  compiete- 
ment.  Ces  observations  et  d'autres  ont  conduit  a postuler  I'existence  d'un  carbone  asyme- 
trique  supplemental  par  rapport  a la  forme  lineaire. 

Cette  situation  est  possible  par  I'apparition  d'un  cycle  forme  par  I'elimination  d'une  mole- 
cule d'eau  entre  la  fonction  aldehydique  et  I'hydroxyle  porte  par  le  carbone  4 ou  le  carbone 
5. 

Dans  le  cas  du  pont  oxydique  1-5,  on  a un  cycle  hexagonal  comportant  5 atomes  de  car- 
bone et  1 atome  d'oxygene  : c'est  un  noyau  pyrannose2.  Dans  le  cas  du  pont  1-4,  on  a un 
cycle  pentagonal  a 4 atomes  de  carbone  et  1 oxygene  : c'est  un  noyau  furannose. 

L'eloignement  des  carbones  1 et  4/5  et  faible  lorsqu'on  prend  en  consideration  non  la  re- 
presentation lineaire,  mais  la  representation  spatiale  des  molecules. 


H2 

C-0 

/ V 


HC 


pyranne  = M M ; furanne  = 


1 1 n 

c-c 

H H 
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Formes  chaise  et  bateau. 

Les  cycles  peuvent  prendre  deux  formes  differentes  dans  I'espace  : la  forme  chaise  ou  la 
forme  bateau.  Ceci  est  du  principalement  a des  problemes  lies  d'une  part  aux  contraintes 
creees  par  les  liaisons  et  leurs  angles,  et  d'autre  part  par  I'encombrement  sterique  des 
atomes.  Ces  formes  sont  des  etats  d'equilibre. 

On  admet  que  la  configuration  en  chaise  est  la  plus  stable,  et  que  c'est  de  cette  fagon  que 
sont  les  oses  en  solution. 

Nomenclature. 

Lorsque  le  groupement  hydroxyle  porte  par  le  carbone  1 est  en  dessous  du  plan  du  cycle, 
c'est  un  a-pyrannose,  tandis  que  si  elle  est  au-dessus,  c'est  un  R-pyrannose  (ou  furan- 
nose). 

Proprietes  chimiques  des  oses. 

Solubilite. 

Les  oses  sont  de  petites  molecules,  tres  polarisables  : ils  sont  done  tres  solubles  dans 
I'eau  (jusqu'a  3 M,  c'est  a dire  540  g.l"1  !). 

Esterification. 


alcool  + acide  =>  ester  + eau 

La  fonction  alcool  primaire  des  glucides  peut  facilement  etre  esterifiee,  notamment  par  de 
I'acide  phosphorique  : les  oses  impliques  dans  le  metabolisme  sont  le  plus  souvent  sous 
cette  forme  : glucose-6-P,  fructose  1 ou  6 ou  1,6  P,  etc.,  ce  qui  correspond  en  fait  a une 
energisation  de  ces  composes. 
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Oxydation  des  oses  = caractere  reducteur. 

La  fonction  aldehydique  ou  cetonique  des  oses  est  susceptible  d'etre  oxydee,  les  oses 
sont  done  des  composes  reducteurs  : 

glucide  reducteur  + 2 Cu2+  =>  glucide  oxyde  + 2 Cu+ 

Le  cuivre  present  dans  la  liqueur  de  Felhing  reagit  ensuite  avec  la  soude  pour  donner  un 
precipite  rouge  brique  caracteristique  : 

2 Cu+  + 2 OH-  =>  2 CuOH  =>  Cu20  + H2O 

Action  des  acides  concentres. 

Sous  Taction  d'un  acide  concentre  a chaud,  les  aldoses  et  les  cetoses  donnent  naissance 
au  furfural  ou  a des  derives  de  furfural.  Celui-ci  peut  ensuite  reagir  avec  divers  phenols  et 
donner  des  colorations  caracteristiques  et  quantitatives.  Par  ailleurs,  e’est  un  des  principes 
de  la  reaction  de  Maillard  (coloration  de  la  croute  du  pain,  caramelisation,  etc.) 

Osides. 

H o I o s i d e s . 

La  liaison  osidique. 

Les  fonctions  hydroxyle  de  deux  oses  peuvent  se  condenser  en  liberant  une  molecule 
d'eau  et  former  une  liaison  entre  les  oses  : 


Ri-CH-OH  + H-OCH-R2  =»  R1-CH-O-CH-R2  + H2O 
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La  fonction  reductrice  peut  etre  libre  ou  engagee  dans  la  liaison  osidique,  done  le  poiyho- 
loside  ne  sera  pas  forcement  reducteur,  meme  si  les  osides  qui  le  composent  le  sont. 

Diholosides. 

Composes  formes  de  2 oses  lies  par  une  liaison  osidique  : 

Maltose  : a D glucopyrannosyl  (1-4)  D glucopyrannose  ; 

Cellobiose  : B D glucopyrannosyl  (1-4)  D glucopyrannose  ; 

Lactose  : B D galactopyrannosyl  (1-4)  D glucopyrannose  ; 

Saccharose  : a D glucopyrannosyl  (1-2)  B D fructofu  ran  nose. 

Maltose  : Saccharose  : 

cxDglucopyrannosyl  (1-4)Dglucopyrannose  rxDglucopyrannosyl  (1-2)Dfructofurannose 


Lactose  : 

fSDgalactopyrannosyl  (1  -4)Dglucopyrannose 


Cellobiose  : 

fSDglucopyrannosyl  (1  -4)Dglucopyrannose 
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Glucides 


Polyholosides. 


Amylopectine 


o 


P(1-6)  o 
O' 


O 


P P(1-4) 


O 


O 


o 


o 


Pectine 


0/  /OH 


• Amidon  : reserve  glucidique  des  vegetaux 

=>  amyiose  : liaisons  a 1-4,  MM  150  000  a 600  000 
=>  amylopectine  : liaisons  a 1-4  et  a 1-6  : ramifications 
possibles 

• Glycogene  : reserve  chez  les  animaux 

=>  meme  structure  que  I'amylopectine,  mais  plus  ramifiee 

• Cellulose  : constituant  des  parois  vegetales 
=>  liaisons  6 1-4;  structure  fibreuse 

• Autres  : 

=>  dextranes  (bacteries) 

=>  chitine  : polymere  de  N-acetyl  glucosa- 
mine 

=>  pectine  : polymere  d’acides  galacturoni- 
ques 


O OMe  Acides  galacturoniques 


Heterosides. 


Partie  non  osidique  = aglycone  =>  sterols,  phenols,... 
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Lipides. 


Introduction. 

Les  lipides  sont  des  substances  insolubles  en  milieu  aqueux,  mais  solubles  dans  les  sol- 
vants  organiques  : ethanol,  chloroforme,  ether,...  Ce  sont  les  huiles  (liquides)  et  les  gras- 
ses (gelifiees  ou  solides). 

II  existe  plusieurs  classifications  anciennes,  basees  sur  les  produits  d'hydrolyse  (lipides 
simples  ou  complexes),  mais  elles  sont  abandonnees  au  profit  d'une  classification  basee 
sur  la  structure. 


Acides  gras. 

En  petite  quantite  a i'etat  libre,  mais  en  grande  quantite  engages  dans  des  liaisons  ester 
ou  amide.  En  general,  acides  monocarboxyliques  a chaine  lineaire  non  ramifiee  contenant 
un  nombre  pair  d'atomes  de  carbone  (4  - 30). 

Par  convention,  on  numerote  les  atomes  de  carbone 
a partir  de  celui  qui  porte  la  fonction  carboxyle. 

Acides  gras  sat u res. 

Formule. 


CH3-(CH2)n-COOH  =CnH2n02 


■ 5 | 

m Collas  - UCO  Bretaaie  kor^i 


om 
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Les  plus  frequents  sont  I'acide  palmitique  (Ci6,  n = 14)  et  I'acide  stearique  (Ci8  ; n = 16). 
En  moins  grande  quantite,  on  trouve  des  acides  a soit  14,  soit  20  carbones.  Les  autres 
sont  plus  rares  et  ne  se  rencontrent  que  dans  des  tissus  specialises. 

Les  acides  gras  a nombre  impair  de  carbones  sont  tres  rares,  mais  ils  existent. 

La  chaine  carbonee  forme  un  zigzag. 


H3C 


h2  h2  h2  h2  h2  h2  h2  h2 

CCCCCCCC  COOH 
/ \ / \ / \ / \ / \ / \ / \ / \ / 

CCCCCCCC 


Ho  Ho  Ho  Ho  Ho  Ho  H- 


H. 


Acide  stearique:  C 18 


h3c 


h2  h2  h2 

c c c 

/-  \ / \ / \ 

c c c 

Ho  H, 


H2 

A 


H. 


C=C 
H H 


H2  h2  h2  h2 

C C C C 
/ \ / \ / \ / \ 

c c c 

Ho  Ho  H- 


COOH 


Acide  oleique:  C 18:i 


Nomenclature. 


acide  myristique 

Cl4 

acide  n tetradecanoique 

acide  palmitique 

Cl  6 

acide  n hexadecano'ique 

acide  stearique 

Cl  8 

acide  n octadecano'ique 

Acides  gras  i n sat u res. 


Dits  aussi  desatures,  ils  comportent  au  moins  une  double  liaison  C = C,  c'est  a dire  qu'ils 
ne  sont  pas  satures  en  hydrogene. 

Acides  gras  monoinsatures. 

Ils  ne  comportent  qu'une  seule  double  liaison 

acide  oIeique=  Cis  :i  = acide  9-ene  octadecano'ique 

CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7-COOH 
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Acides  gras  polyinsatures. 

Ms  comportent  plusieurs  doubles  liaisons  : 

Ci 8 :2  acide  linoleique  CH3-(CH2)4-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7-COOH 

Ci 8 :3  acide  linolenique  CH3-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7-COOH 

Les  doubles  liaisons  ne  sont  generalement  pas  conjuguees  (elles  sont  separees  par  un 
methylene  -CH2-),  mais  on  rencontre  des  cas  de  conjugaison  chez  certains  vegetaux. 

Acides  gras  sped aux. 

Certaines  structures  particulieres  peuvent  se  rencontrer : 

=>  ramification 

=>  nombre  impair  de  carbones 
=>  les  deux  : ramification  et  nombre  impair  de  C 
=*  triple  liaison 
=>  cyclisation 

Proprietes  des  acides  gras. 

Proprietes  physiques. 

=>  solubilite  dans  les  solvants  organiques 
point  de  fusion  : depend  de  2 facteurs  : 

- nombre  de  carbones  : le  point  de  fusion  augmente  avec  le  nombre  de  carbones,  pour 

une  serie  homologue. 

- le  degre  d'insaturation  : le  point  de  fusion  diminue  avec  I'insaturation,  pour  un  nombre 

constant  d'atomes  de  C. 
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Les  lipides  presents  en  milieu  aqueux  s'asso- 
cient  d'une  fagon  stable  thermodynamique- 
ment : structure  feuilletee  ou  structure  en 

micelles.  De  toute  fagon,  les  poles  hydropho- 
bes (apolaires)  se  font  face,  tandis  que  les 
poles  hydrophiles  (polaires)  font  face  au  mi- 
lieu aqueux.  Les  micelles  peuvent  etre  in- 
verses lorsque  les  lipides  sont  en  plus  grande 
quantite  que  I'eau  : celle-ci  se  trouve  alors 
piegee  dans  des  gouttelettes  au  sein  de  la 

phase  lipidique. 

Proprietes  chimiques. 

Saponification. 


Acide  gras 

Point  de  fusion  (°C) 

Cl  8 :0 

69 

Cl  8 :1 

16 

Cl  8 :2 

-5 

Cl  8 :3 

-11 

R-COOH  + NaOH  =»  R-COO',  Na+  + H2O 

Un  acide  gras  en  presence  d'une  base  forte,  a chaud,  donne  un  sel  ou  savon,  et  de  I'eau. 
Le  savon  est  soluble  dans  I'eau,  et  presente  des  proprietes  detergentes  et  un  pouvoir 
moussant. 

On  peut  doser  les  acides  gras  a I'aide  d'une  solution  de  potasse  (KOH)  alcoolique,  en 
presence  de  phenolphtaleine.  Ceci  permet  d'evaluer  la  quantite  globale  d'acides  gras  li- 
bres.  On  obtient  un  indice  d'acide,  correspondant  aux  mg  de  potasse  necessaires  pour 
neutraliser  I'acidite  libre  contenue  dans  1 g de  matiere  grasse. 
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Glycerolipides. 

On  distingue  deux  grands  groupes  : les  glycerides  et  les  phospholipides.  Leur  structure 
est  commune  : un  glycerol  est  esterifie  par  plusieurs  acides  gras. 

Glycerides. 

Nature. 

Neutres,  its  ne  contiennent  que  C,H  et  O.  Ce  sont  des  esters  d'acide  gras  et  de  glycerol  : 


CH20H 

Ri-COOH 

CH2-0-C=0-Ri 

CHOH 

+ 

R2-C00H 

CH-0-C=0-R2 

CH2OH 

R3-C00H 

CH2-0-C=0-R3 

Une  ou  plusieurs  des  trois  fonctions  alcool  du  glycerol  peuvent  etre  esterifiees,  et  ceci  par 
le  meme  acide  gras  ou  par  des  acides  gras  differents.  Les  Triglycerides  sont  les  consti- 
tuents majeurs  du  tissu  adipeux  des  animaux,  et  des  huiles  et  graisses  vegetales. 

Ri  = R2  = R3  = C17H33  =>  homogene  : trioleate  de  glyceryle  (oleique  = Ci8  :i)  ; 

Ri  = R3  = C17H33  ; R2  = C17H35  =>  heterogene  : oleate-1  stearate-2  oleate-3  de  glyceryle. 

Proprietes  physiques. 

Le  point  de  fusion  depend  des  acides  gras  esterifiant  le  glycerol.  Memes  regies. 

Les  glycerides  sont  insolubles  dans  I'eau. 

Proprietes  chimiques. 

Hydrolyse  - Saponification. 

Hydrolyse  enzymatique  (lipases)  =>  glycerol  + acides  gras  ; 
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ou  en  milieu  alcalin  a chaud  =>  glycerol  + savons  (sels  d'acides  gras). 

=>  indice  d'esterification  = mg  de  NaOH  necessaires  pour  esterifier  1 g de  matiere  grasse. 

Indice  de  saponification 
= indice  d'acidite  + indice  d'esterification 

Reactions  liees  a I'insaturation. 

=>  hydrogenation  = ajout  de  H a des  acides  insatures  : sous  pression,  avec  un  catalyseur ; 
=>  addition  d'halogenes  : I'iode  se  fixe  uniquement  sur  les  doubles  liaisons.  L'indice  d'iode 
correspond  aux  mg  d'l2  que  peuvent  fixer  100  g de  matieres  grasses.  L'indice  d'iode 
permet  de  calculer  I'insaturation  des  lipides. 
oxygenation  : donne  le  gout  ranee  aux  matieres  grasses. 

P ho  sp  ho  H pi  des  (Glycerophospholipides). 


Nature. 


Ce  sont  des  glycerolipides  dont  un  des  carbones  du  glycerol  porte  non  un  acide  gras, 
mais  un  acide  phosphorique,  ce  qui  donne  un  acide  phosphatydique. 


JO- 


C-O-C-FL 


r2-c-o-ch 


Choline 


C-O-P-O 
H. 


n 


/CH3 
C—  C-N+ • CH  o 
U U CH, 


h2  h2 


Phosphatidyl  choline 

(Les  fleches  indiquent 
les  liaisons  susceptibles 
d'etre  hydrolysees  par 
des  enzymes.) 


CH2-0-C=0-Ri 


Cf3H2-0-C=0-R2 


CaH2-0-P03H2 


Le  groupement  phosphoryle  peut  etre  porte  soit  par  le  carbone  a,  soit  par  le  carbone  3. 
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La  fonction  acide  du  phosphoryle  peut  etre  elle-meme  esterifiee,  par  diverses  molecules 
alcooliques  : choline,  ethanolamine,  serine.  Les  phospholipides  sont  des  intermediates 
importants  du  metabolisme. 

Roles. 

Une  molecule  ayant  deux  charges  opposees  a des  proprietes  tensioactives,  c'est  a dire 
qu'elle  permet  de  stabiliser  des  emulsions. 

Ce  sont  les  phospholipides  de  la  membrane  plasmique.  Alors  que  les  acides  gras  consti- 
tuent la  partie  hydrophobe,  I'acide  phosphorique  constitue  la  partie  hydrophile.  Ces  acides 
gras  s'arrangent  naturellement  en  structure  feuilletee  =>  bicouche  lipidique. 

Si  on  agite,  la  structure  feuilletee  est  desordonnee  et  les  lipides  peuvent  se  rearranger  en 
micelles. 

Action  des  enzymes  sur  les  phospholipides. 

L'action  des  enzymes  permet,  par  les  produits  qu'elle  libere,  de  determiner  precisement  la 
composition  de  lipides  inconnus. 


Autres  types  de  lipides. 

Sphingolipides. 

Les  acides  gras  ne  sont  plus  lies  a une  molecule  de  glycerol,  mais  a une  sphingosine  : 

Comme  dans  le  cas  des  phospholipides,  I'acide  phosphorique  peut  etre  esterifie  (par  la 
choline  =>  sphingomyeline). 
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L'un  des  H de  la  fonction  amine  est  substitue  et  porte  done  un  radical  lie  par  une  amide 
(ce  n'est  plus  un  ester). 

Importants 

Ce  rides. 

Esters  d'acide  gras  et  d'alcool  a chaine  non  ramifiee  ayant  un  nombre  pair  d'atomes  de 
carbone. 

Constituants  majeurs  de  la  cire  des  abeilles. 

Sterides  et  composes  isopreniques. 

La  structure  isoprene  se  repete 
un  certain  nombre  de  fois,  even- 
tuellement  en  formant  des  cycles. 

B carotene  : pigment  important 
des  vegetaux,  inclus  dans  les 
membranes  des  thylako'ides  du  fait  de  son  caractere  hydrophobe  fort. 

Sterides  : esters  d'acides  gras  et  de  sterol.  Entrent  dans  le  metabolisme  des  stero'ides 
(hormones). 


■ 5 | 
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Methodes  d'analyse. 

Extraction. 

L'extraction  des  lipides  se  fait  au  moyen  de  solvants  organiques,  tels  que  le  chloroforme, 
le  methanol,  etc. 

Apres  broyage  du  materiel  biologique,  on  ajoute  le  solvant,  et  agite  et  on  laisse  reposer. 

Les  phases  aqueuses  (contenue  dans  le  materiel)  et  organique  se  separent  par  decanta- 
tion. 

On  recueille  la  phase  organique. 

Separation  et  dosage. 

La  separation  des  lipides  du  solvant  de  depart  ainsi  qu'entre  eux  se  fait  par  des  techni- 
ques chromatographiques. 

Le  principe  est  que  chaque  molecule  possede  une  affinite  propre  pour  une  certaine  autre 
molecule  (solide,  liquide  ou  gazeuse).  Si  on  fait  passer  un  melange  complexe  sur  cette 
molecule,  les  constituents  du  melange  seront  d'autant  plus  retenus  que  leur  affinite  sera 
grande.  En  utilisant  des  jeux  de  colonnes  et  de  solvants  adaptes,  on  peut  done  separer 
les  differents  elements  du  melange. 

Grace  a un  systeme  de  detection  approprie,  on  peut  ensuite  quantifier  chaque  espece 
moleculaire  sortant  de  I'appareillage. 

• Chromatographie  basse  pression  sur  colonne 

• Chromatographie  liquide  haute  pression 

• Chromatographie  sur  couche  mince 
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• Chromatographie  en  phase  gazeuse  (demandant  une  derivation  prealabie,  mais  de  loin 
la  mieux  adaptee  aux  lipides). 
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Peptides. 


Acides  amines. 


Formule  generate. 

Le  carbone  portant  la  fonction  carboxylique  acide  est  dit  "0",  done  le  car- 
bone  suivant  est  le  carbone  a.  II  porte  la  fonction  amine  NH2.  Ce  sont  done  des  acides  a 
amines.  On  trouve  en  gros  20  AA  naturels  proteinogenes,  combines  ou  non  soit  entre 
eux,  soit  avec  d'autres  molecules. 

Principaux  acides  amines  naturels. 


COOH 

HCa-NH, 

I 

R 


Acides  amines  aliphatiques. 

Le  radical  R est  une  chaine  carbonee,  ramifiee  ou  non  : 


Acides  am  j n es  a.  ch  aT  n e . hy d rocarbo .nee : 


Glycine  (Gly;  G)  Alanine  (Ala;  A) 
H3c- CH  - COOH 


H - CH  - COOH 

I 

NHo 


h3cs 


Valine  (Val;  V) 


I 

NHC 


H,C 


CH  CH  “ COOH 
• I 
nh2 


H3C 


Leucine  (Leu;  L) 


CH  - c-  CH  - COOH 
' h2  I 

NHo 


Isoleucine  (lie;  I) 

HoC  C CH  CH  COOH 


Ho 


I I 

ch3nh2 


Aci  des.  am  j n es . hy droxyj.es  / Aci  des  .ami  n es  souf  res 


Serine  (Ser;  S) 

H2c- ch  - COOH 

I I 

OH  NH2 


Threonine  (Thr;  T)  Cysteine  (Cys;  C) 


H3c-  ch  CH  - COOH 
I I 
OH  NH2 


HS—  C-  CH  - COOH 
H2  1 
NH  2 


Methionine  (Met;  M) 
h2 

c—  c-  CH  - COOH 
a'  h2  I 

\ NH  2 

CH2 


Acides.  am  j nes  dj  carboxyl  iq  u es  et  .leu  rs  amides : 


Ac.  aspartique 
(Asp;  D) 

HOOC — C-  CH-COOH 

h2  1 
nh2 

Asparagine 
(Asn;  N) 

OC—  C-  CH  - COOH 

1 H2  1 
nh2  nh2 

Ac.  glutamique 
(Glu;  E) 

HOOC  — C—  C-  CH  - COOH 
h2  h2  1 
nh2 

Glutamine 
(Gin;  Q) 

OC—  C—  C-  CH  - COOH 

1 h2  h2  1 
nh2  nh2 
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Peptides 


Aci des  am  j n es . basiqu  es 


Lysine  (Lys;  K) 

H2C — c—  c—  c-  CH  - COOH 
I h2  h2  h2  I 
nh2  nh2 


Arginine  (Arg;  R) 

H2N  — C — N— c—  c—  c-  CH  - COOH 

II  H H2  H2  H2  | 

NH  NH2 


Histidine  (His;  H) 

H 

C— C— C-CH-COOH 
/ \ H2  | 

N NH  NH2 

V 

H 


Acides  amines  cycliques. 


L'atome  d'azote  des  acides  heterocycliques  est  en  fait  une  imine  : acides  imines. 


Aci  des.  am  j n es  aro  matigues : 


Phenylalanine  (Phe;  F)  Tyrosine  (Tyr;  Y)  Tryptophar 

(\  /) C-CH-COOH  HO (\  /) C-CH-COOH  , . 

\\  //  h2  1 \\  //  H2  I 11 

nh2  ' — ' nh2  ^ y 

v N 

H 

ie  (Trp;  W) 
h2 

— c-  CH  - COOH 

1 

nh2 

Acides  amines  heterocycliques: 

HO 

Proline  / \ — cooh  Hydroxyproline  j \ Ac.  pipecolique 

(Pro;  P)  XnX  ^ / cooh 

H N 

H 

\ J COOH 

N 

H 

Proprietes. 


Carbone  asymetrique. 


Glyceraldehyde 

Alanine 

CHO 

CHO 

1 

COOH 

COOH 

H— C— OH 

I 

HO 

— C— H 
| 

H— C— NHo 
| 

HpN  — C — H 
| 

ch2oh 

ch2oh 

ch3 

ch3 

D 

L 

D 

L 

A I'exception  de  la  glycine,  tous  les  acides  amines  comportent  au  moins  un  carbone  asy- 
metrique. Comme  dans  le  cas  des  glucides,  on  distinguera  les  deux  series,  D et  L,  mais 

les  acides  amines  naturels  sont  de  la  serie  L (glucides  de  la  serie  D). 
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Pour  les  memes  raisons,  ces  molecules  sont  dotees  d'un  pouvoir  rotatoire. 

Dissociation. 

En  fonction  du  pH  du  milieu,  les  fonctions  acides  ou  basiques  se  dissocient.  Par  exemple, 
en  milieu  acide,  un  exces  de  protons  bloque  la  fonction  carboxyle,  qui  ne  se  dissocie  pas, 
tandis  que  la  fonction  amine  peut  accepter  un  proton  supplemental  : 

acide  R-CH-NH2-COOH  + H+  =>  R-CH-NH3(+>-C00H  (1) 
neutre  R-CH-NH2-COOH  + OH-  =>  R-CH-NH2-COO- 
basique  R-CH-NH2-COOH  =»  R-CH-NH3(+>-C00-  (2) 


7,  pour  des  valeurs  moyennes  de  Ki  = 1 0-5  et  K2  = 1 0-9,  on  a : 

__5  [ Ft-  COO  ] x 10~7  [R-COO-]  __2 

10  = <=> = 10 

[R-COOH]  [R-COOH] 

Ce  qui  revient  a dire  qu'a  pH  = 7,  il  y a une  molecule  non  dissociee  pour  100  molecules 
ionisees.  De  la  meme  fagon,  on  calcule  : 
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q f Ft-  NH0]  x icr7  f R-  NHo 1 ? II  y a la  aussi  1%  de  formes  non  dissociees. 

1CT9  = 2J— fi  = 10-2 

[R-NHZ]  [R-NHt] 

Lorsque  la  concentration  en  H+  est  egale  a 
Ki,  c'est  a dire  quand  pKi  = pH,  il  y a autant  de  molecules  non  dissociees  que  d'anions. 

Le  pK  correspond  au  pH  de  demi-dissociation. 

Les  acides  amines  sont  done  des  composes  amphoteres,  les  deux  fonctions  sont  ionisa- 
bles.  On  definit  le  point  isoelectrique  ou  pHi  comme  la  valeur  du  pH  pour  laquelle  on 
obtient  une  forme  comportant  les  deux  fonctions  ionisee  et  appelee  amphiion.  Le  pHi  est 
une  valeur  caracteristique  de  I'acide  amine. 


molecule  entraine  une  modification  du  pHi  par  rapport  a une  molecule 
n'ayant  qu'un  seul  de  chaque  groupement.  Le  pHi  est  alors  calcule  sur  I'ensemble  des 
groupements. 

En  fonction  de  I'ionisation  de  I'acide  amine,  il  se  deplacera  dans  un  champ  electrique  soit 
vers  la  cathode  (s'il  est  charge  positivement),  soit  vers  I'anode  (charge  negative). 

Solubilite. 

Les  acides  amines  sont  solubles  dans  I'eau,  pas  dans  les  solvants  organiques  (la  nature 
du  radical  peut  cependant  modifier  cette  solubilite). 

Reactivite. 

Liaison  peptidique. 

Elle  est  liee  a la  presence  des  deux  groupements  qui  peuvent  reagir  ensemble  pour  for- 
mer une  liaison  peptidique  : 
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Peptides 


r1-ch-nh2  + hooc-ch-r2 


COOH 


NH2 


1 ''  ^ 1 

COOH  NH2 


Les  atomes  engages  dans  la  liaison  peptidique  sont  tous  places  dans  le  meme  plan. 

Grace  a cette  liaison  peptidique,  des  polymeres  de  taille  parfois  tres  grande  peuvent  etre 
formes  : 

acide  amine  = 1 < oligopeptide  < 4 - 5 < polypeptide  < 100  < proteine 
=>  sujet  des  chapitres  suivants. 


Reactions  liees  au  carboxyle. 


A pH  tres  eleve,  il  peut  donner  un  sel. 

La  decarboxylation  peut  etre  realisee  chimiquement  ou  par  une  enzyme.  Elle  conduit  a la 
formation  d'une  amine  simple  (R-CH2-NH2),  et  elle  intervient  frequemment  dans  le  meta- 
bolisme  (interconversion  de  composes). 


Reactions  liees  a I 'amine. 


Les  hydrogenes  de  I'amine  peuvent  etre  substitue  par  d'autres  radicaux,  aliphatiques, 
aromatiques,  etc. 

Les  acides  dicarboxyliques  et  leurs  amines  sont  importants  pour  le  transfert  des  groupe- 
ments  amines  : intervention  de  transaminases  : 


R1-CO-NH2  + R2-CO-COOH  « Rl-CO-COOH  + R2-CO-NH2 


Glu  + AOA  <=>  aKG  + Asp  Glu  + Pyr  <=>  aKG  + Ala 
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Le  formol  agit  sur  la  fonction  amine  primaire  pour  conduire  a la  formation  d'une  amine  ter- 
tiaire  : 

Reaction  a la  ninhydrine. 

Les  acides  amines  reagissent  avec  la 
ninhydrine  oxydee  pour  former  un  com- 
plexe  de  deux  molecules  de  ninhydrine  (reduites)  liees  par  I'azote  de  i'AA.  Ce  complexe 
absorbe  fortement  a 570  nm  environ  et  la  reaction  sert  au  dosage  des  acides  amines. 

Methodes  d'analyse. 

L'extraction  des  acides  amines  libres  peut  se  faire  simplement  a I'eau,  puisqu'ils  sont  so- 
lubles. 

On  les  separe  sur  des  colonnes  echangeuses  d'anions  ou  de  cations,  c'est  a dire  en  fonc- 
tion de  ieur  caractere  acide  ou  basique  a un  pH  donne  : on  recueiile  ainsi  trois  fractions, 
acide,  basique  et  neutre.  La  fraction  neutre  contient  en  plus  les  glucides  solubles. 

La  separation  fine  se  fait  generalement  par  chromatographie  (papier,  basse  ou  haute 
pression,  COM,...).  On  utilise  frequemment  I'electrophorese  (sur  papier  ou  sur  gel)  pour 
analyser  les  acides  amines.  Le  support  est  place  dans  une  solution  tamponnee  (=>  pH 
choisi  convenablement)  et  soumis  a un  champ  electrique.  En  fonction  du  pH  et  du  champ, 
les  AA  migrent  dans  un  sens,  dans  I'autre,  ou  restent  au  niveau  du  depot. 

L'analyse  et  la  quantification  se  font  generalement  soit  par  reaction  coloree  (ninhydrine), 
soit  par  detection  dans  I'UV  a des  longueurs  d'onde  generalement  inferieures  a 230  nm 
(les  glucides,  par  exemple,  n'absorbent  pas  dans  I'UV  et  done  n'interferent  pas  dans  le 
dosage). 


COO' 

0 

COO' 

/ 

/ 

R-CH 

1 

+ 2 H— CN 

► R-CH  CH2OH 

nh2 

H 

N 

\ 

ch2oh 
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Peptides  et  proteines. 

Les  peptides  sont  de  petits  polymeres  d'acides  amines,  lies  entre  eux  par  des  liaisons 
peptidiques.  La  reaction  du  biuret  permet  le  dosage  des  peptides  en  milieu  alcalin  : les 
liaisons  peptidiques  torment  un  complexe  violet  en  presence  d'ions  cuivriques. 

Leurs  proprietes  sont  intermediaires  entre  celles  des  acides  amines  et  celles  des  protei- 
nes. 

Ils  sont  plus  ou  moins  solubles  dans  I'eau,  et  presentent  un  caractere  amphotere,  lie  a leur 
pHi 


General  ites. 

Polymeres  d'acides  amines  relies  par  des  liaisons  peptidiques.  II  existe  20  AA  majeurs 
entrant  dans  la  composition  des  proteines  (plus  quelques  autres,  un  peu  originaux). 

Les  conventions  d'ecriture  placent  la  fonction  N terminale  a gauche,  et  la  fonction  C termi- 
nate a droite. 

Les  proteines  jouent  differents  roles  dans  I'organisme  : structure  (maintien  de  la  mem- 
brane plasmique)  ou  metabolisme  (enzymes  ; proteines  porteuses,...) 

Structure  primaire. 

C'est  la  sequence  en  acides  amines. 
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Composition  en  acides  amines. 

Hydrolyse. 

La  composition  brute  en  AA  peut  etre  determinee  par  hydrolyse  chimique  (HCI  6N,  105^0, 
24  h,  ampoule  scellee).  Le  melange  obtenu  est  ensuite  analyse  par  chromatographie  (pa- 
pier 2 dimensions,  HPLC,  ...).  Cette  methode  pose  probleme  car  elle  conduit  a la  destruc- 
tion de  certains  AA,  a I'isomerisation  D - L d'autres,  etc. 

L'hydrolyse  peut  aussi  etre  realisee  par  voie  enzymatique  (proteases),  mais  on  n'obtient 
generalement  que  des  polypeptides,  et  non  les  AA  eux-memes. 

Nombre  d'acides  amines  - Titration  au  formol. 

Une  proteine  ne  contient  theoriquement  qu'une  seule  fonction  acide  libre  et  une  seule 
fonction  amine  libre,  les  autres  etant  engagees  dans  les  liaisons  peptidiques.  Cependant 
les  acides  dicarboxyliques  ou  diamines  eventuels  presentent  une  fonction  libre  chacun. 

On  prend  I'exemple  d'une  proteine  n'ayant  ni  acide  dicarboxylique,  ni  acide  diamine.  On 
bloque  la  fonction  amine  terminale  par  reaction  au  formol.  II  ne  reste  que  la  fonction  acide 
libre.  Un  dosage  acide  - base  donne  un  certain  volume  de  base  necessaire  a la  neutralisa- 
tion de  la  fonction  acide.  On  refait  la  meme  experience  avec  la  proteine  hydrolysee.  Cette 
fois,  toutes  les  fonctions  acides  sont  disponibles,  et  il  faut  d'autant  plus  de  base  pour  les 
neutraliser.  Le  rapport  entre  les  deux  volumes  donne  une  approximation  du  nombre  d'aci- 
des amines  composant  la  proteine. 
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Determination  de  la  sequence  propre  en  AA. 


Methode  de  Sanger : Residu 
N terminal. 

Le  dinitrofluorobenzene 
(NDFB)  forme,  avec  la 
fonction  N terminale,  un  derive  avec  liberation  d'acide  fluorhydrique.  L'hydrolyse  de  la  pro- 
teine  libere  ensuite  le  compose  derive,  qui  presente  des  caracteristiques  propres  de  colo- 
ration et  de  migration  en  chromatographie  ou  en  electrophorese.  En  comparant  le  resultat 
de  I'anaiyse  aux  standards  connue  et  a l'hydrolyse  "simple"  pratiquee  plus  haut,  on  peut 
connaitre  I'acide  amine  N terminal. 

Dansylation  : Residu  N terminal. 

Le  chlorure  de  1-dinethyl-amino-/7aphtalene-5-suIfonyle  (DANS)  reagit  avec  le  NH2  termi- 
nal et  donne  un  derive  (dansyl-amino-acide)  decelable  par  sa  fluorescence  jaune.  La  me- 
thodologie  est  la  meme  que  dans  le  cas  de  la  methode  de  Sanger,  mais  la  reaction  est 
100  fois  plus  sensible.  La  dansylation  est  utilisee  pour  doser  les  acides  amines  par  HPLC 
car  elle  permet  une  meilleure  detection  et  une  meilleure  quantification. 


Methodes  chimiques. 
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Methode  d'Edman  : 
Residu  N terminal. 

Le  phenylthioi- 
socyanate 
donne  une  phe- 
nylthiodantoine 
avec  I'acide  N 

terminal.  II  libere  un  nouveau  polypeptide,  ayant  un  AA  de  moins  que  le  precedent,  avec 
lequel  il  peut  alors  reagir.  Cette  determination  est  done  dite  recurrente.  En  I'arretant  a 
temps,  ou  en  utilisant  diverses  methodes  mathematiques,  on  peut  ainsi  connaitre  de  pro- 
che  en  proche  la  composition  complete  de  la  molecule.  Cette  technique  a ete  utilisee  dans 
un  appareil  automatise. 


Reaction  a I'hydrazine  : Residu  C terminal. 


[ HN  - CH 

-c: 

4 N - CH  - COOH 

+ ( h2n  - nh2)  — 

► / H2N  - CH 

-c— 

N — NH2\  + 

H2N  - CH  - COOH 

l 1 

o 

) H | 

1 yn 

1 

o 

H 

1 

V R 

n 

\ R 

/ n 

Rl 

Un  traitement  a I'hydrazine  a 100°C  hydrolyse  toutes  les  liaisons  peptidiques,  et  libere  des 
hydrazides  de  tous  les  AA  sauf  le  C terminal,  qui  se  presente  comme  un  AA  libre  normal. 
II  est  alors  facile  a isoler  et  a identifier. 

Methodes  enzymatiques. 

Pour  chacune  des  extremites,  il  existe  une  enzyme  particuliere  qui  hydrolyse  les  acides 
terminaux.  II  s'agit  de  la  carboxypeptidase  et  de  I'aminopeptidase,  qui  liberent  respecti- 
vement  I'acide  C-terminal  et  I'acide  N-terminal.  II  s'agit  de  methodes  recurrentes,  qui  de- 
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gradent  le  polypeptide  dans  toute  sa  longueur.  On  parvient  a connaitre  la  sequence  grace 
a la  vitesse  de  liberation  des  acides  amines. 

Structure  secondaire. 


L'encombrement  sterique  des  acides  amines  et  les  angles  des  liaisons  font  que  I'enchaT- 
nement  n'est  pas  lineaire,  mais  presente  un  certain  nombre  de  replis.  En  outre,  les  diffe- 
rentes  portions  des  replis  peuvent  etablir  entre  elles  des  liaisons  qui  vont  contribuer  a 
consolider  la  structure. 

Liaisons  intervenant  dans  la  structure  spatiale. 

Liaison  disulfure. 

C'est  une  liaison  covalente  forte  etablie  entre  deux  residus  cysteine  appartenant  a une 
seule  chaine  ou  a deux  chaTnes  differentes. 

Liaison  ionique  (ou  saline). 

C'est  une  liaison  electrovalente  (plus  faible)  etablie  entre  deux  charges  de  signe  oppose  : 
NH3+  et  COO'.  Ce  type  d'interaction  permet  la  liaison  de  deux  molecules  de  type  different 
dans  les  heteroproteines. 

Liaison  hydrogene. 

Ce  type  de  liaison  non  covalente  se  forme  lorsque  sont  a proximite  I'un  de  I'autre  d'une 
part  un  atome  d'hydrogene  lie  a un  azote  ou  a un  oxygene,  et  d'autre  part  un  doublet  elec- 
tronique  non  partage  d'un  autre  azote  ou  d'un  autre  oxygene. 

Ces  liaisons  peuvent  s'etablir  entre  : 

=>  les  C=0  et  les  N-H  des  liaisons  peptidiques  ; 
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=>  les  radicaux  des  residus  d'acides  amines,  impliquant  par  exemple  les  noyaux  phenoli- 
ques,  le  y carboxyle  du  glutamate,  etc. 

Liaison  hydrophobe. 


Les  chaines  laterales  hydrophobes  de  certains  acides  amines  (Ala  ; Val  ; Leu  ; lie  ; Phe) 
sont  repoussees  par  I'eau  et  ont  done  tendance  a se  rapprocher  les  unes  des  autres  (inte- 
ractions de  type  Van  der  Waals). 


2.  Proprietes  spatiales  de  la  liaison  peptidique. 


H 


oj  c 


\ _ / 

/C“N\ 
-o  c 


La  liaison  peptidique  peut  s'ecrire  sous  deux  formes  : elle  possede  done  un  caractere 
de  double  liaison,  ce  qui  implique  que  les  atomes  soient  tous  dans  le  meme  plan.  II 
existe  une  possibility  d'isomerie  cis  - trans  pour  les  residus  de  part  et  d'autre  de  la  liaison. 
Ces  proprietes  entrainent  trois  possibility  de  conformation  spatiale  : 

=>  les  plans  successifs  alternent  de  part  et  d'autre  selon  deux  orientations  privilegiees,  et 
on  parlera  de  structure  en  feuillet  plisse  ; 

=>  les  plans  successifs  tournent  regulierement  dans  le  meme  sens,  et  on  parlera  de  struc- 
ture helico'fdale  ; 

il  n'y  a pas  de  direction  privilegiee,  et  on  parlera  de  pelote  statistique. 


Feuillets  plisses. 


Proteines  fibreuses.  Liaisons  hydrogenes  inter-chaines 
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Helices  a. 

Proteines  globulaires.  Liaisons  hydrogene  intra-chaine. 

Structure  tertiaire. 

Definition. 

Une  proteine  peut  en  fait  adopter  les  differents  types  de  structure  secondaire  en  differents 
endroits  de  sa  structure  primaire,  ou  selon  les  conditions  exterieures.  II  s'ensuit  que  la  mo- 
lecule acquiert  un  encombrement  sterique  particulier : la  conformation  de  la  proteine. 

Notion  de  site  actif. 

Le  volume  est  rempli  par  les  acides  amines.  Des  acides  eloignes  dans  la  structure  pri- 
maire peuvent  se  placer  a proximite  les  uns  des  autres,  voire  etablir  de  nouvelles  liaisons. 
L'environnement  electronique  des  acides  est  done  modifie.  Des  cryptes  peuvent  se  for- 
mer : en  fonction  de  la  nature  des  acides  amines  et  de  I'espace  vide  qu'ils  entourent,  cer- 
taines  molecules  exterieures  pourront  venir  s'y  placer,  mais  pas  d'autres.  Parmi  les  mole- 
cules pouvant  se  fixer,  certaines  subiront  des  modifications  : site  de  fixation  et  site  actif 
des  enzymes. 

Structure  quaternaire. 

II  arrive  qu'une  proteine  seule  ne  soit  pas  fonctionnelle.  II  faut  que  plusieurs  molecules  de 
la  meme  proteine  s'associent  pour  que  la  fonction  soit  assuree.  On  parle  alors  de  mono- 
meres  s'associant  en  oligomeres  ou  en  polymeres. 
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Dans  certains  cas,  I'association  concerne  plusieurs  oiigomeres  d'une  meme  proteine, 
mais  parfois  il  s'agit  de  monomeres  de  molecules  differentes  : cas  des  porines  (8  fois  la 
meme  proteine,  formant  canal)  ou  de  la  RubisCO  (2x4  proteines)... 

La  denaturation  d'une  proteine  peut  correspondre  a la  rupture  des  liaisons  entre  les  chaT- 
nes.  Sans  atteinte  aux  liaisons  peptidiques,  la  proteine  perd  alors  ses  proprietes  fonction- 
nelles. 


Principales  proprietes  des  proteines. 


Solubilite. 

Elle  est  tres  variable,  et  depend  de  plusieurs  facteurs  : 

Electrolytes. 

Les  sels  neutres  a faible  concentration  ont  un  effet  dissolvant,  tandis  qu'a  forte  concentra- 
tion, ils  provoquent  la  precipitation  des  proteines.  On  peut  alors  separer  les  differentes 
classes  de  proteines  en  fonction  de  la  concentration  a laquelle  elles  precipitent.  On  ajoute 
progressivement  du  sel  (ex.  sulfate  d'ammonium)  dans  le  milieu.  Entre  chaque  ajout,  on 
centrifuge  et  on  recueille  la  fraction  ayant  precipite. 

pH. 

La  solubilite  d'une  proteine  est  minimale  au  voisinage  de  son  pHi.  Dans  certains  cas,  on 
peut  obtenir  la  cristaliisation  d'une  proteine  en  augmentant  progressivement  sa  concentra- 
tion tout  en  la  maintenant  a son  pHi. 

Solvant  organ iques. 

L'ethanol,  le  methanol  et  I'acetone  peuvent  etre  utilises  pour  faire  precipiter  les  proteines. 
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Determination  de  la  masse  moleculaire. 


Les  masses  moleculaires  peuvent  varier  de  10  000  a plus  de  1 000  000. 

Filtration  sur  gel  de  dextrane. 

Les  gels  utilises  sont  de  type  Sephadex.  Ce  sont  des  poiymeres  glucidiques  synthetiques 
ayant  des  liaisons  croisees.  Ces  liaisons  determined  une  certaine  porosite.  On  parle  de 
tamisage  moleculaire  : les  plus  grosses  molecules,  exclues  du  gel,  passent  rapidement, 
tandis  que  les  plus  petites  sont  retenues  par  le  reseau.  On  commence  par  etalonner  le  gel 
en  faisant  passer  des  molecules  de  masse  connues  et  en  mesurant  leur  temps  de  reten- 
tion, puis  on  fait  passer  des  echantillons  de  masse  inconnue,  et  on  compare  leur  temps  de 
retention  a ceux  mesures. 

Ultracentrifugation.  Sedimentation. 

La  centrifugation  a haute  vitesse  d'une  solution  de  proteine  provoque  sa  sedimentation  en 
fonction  de  sa  densite  (qui  est  necessairement  superieure  a celle  du  solvant).  Grace  a des 
systemes  optiques,  on  peut  suivre  cette  sedimentation  au  cours  du  temps.  On  parvient  a 
separer  les  differentes  proteines  de  la  solution,  et  a les  comparer  a des  temoins. 

On  peut  aussi  utiliser  un  solvant  de  densite  variable,  et  les  proteines  vont  alors  se  placer 
dans  la  zone  correspondent  a leur  densite.  Cette  methode  est  aussi  appliquee  a la  sepa- 
ration des  organites  cellulaires. 

Electrophorese. 


L'electrophorese,  notamment  sur  gel  de  polyacrylamide  (PAGE),  utilise  le  caractere  am- 
photere  des  proteines.  Placees  dans  un  champ  electrique,  elles  se  deplacent  vers  I'elec- 
trode  qui  les  attire.  Comme  dans  les  autres  cas,  la  comparaison  a des  proteines  de  refe- 
rence permet  de  savoir  leur  masse  moleculaire. 

5 5 i n ■ a 
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Classification  des  protei nes. 

Classification  selon  la  forme  des  molecules. 

Proteines  fibreuses  ou  scleroproteines. 

Pratiquement  insolubles.  Fibro'fnes  de  la  soie  ; collagenes  (tissus  conjonctifs...  transfor- 
mables  par  la  chaleur  en  gelatines)  ; keratines. 

Proteines  globulaires  ou  spheroproteines. 

Forme  generate  spherique  ou  ovo'fde. 

Classification  selon  la  solubilite. 

Albumines. 

Solubles  dans  I'eau  distillee.  Precipitent  par  addition  de  sulfate  d'ammonium  entre  70  et 
100%  de  la  saturation.  pHi  < 7 (caractere  acide). 

Globulines. 

insolubles  dans  I'eau  pure,  mais  solubles  dans  les  solutions  salines  diluees  (NaCI  5%), 
precipitent  par  addition  de  sulfate  d'ammonium  a 50%  de  la  saturation.  Souvent  des  gly- 
coproteines  ou  lipoproteines. 

Protamines  et  histones. 

Solubles,  taille  petite  (plutot  polypeptides  que  proteines)  ; tres  basiques  (lysine  et  arginine) 
=>  pHi  eleve. 

Globines. 

solubles  dans  I'eau. 
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Prolamines  et  glu  felines 

Proteines  vegetales  insolubles  dans  I'eau,  mais  solubles  dans  les  acides  et  les  bases  di- 
lues. 

Classification  selon  la  composition. 

Holoproteines. 

Elies  ne  sont  constitutes  que  d'acides  amines. 

Heteroproteines. 

Elies  comportent  une  ou  plusieurs  chaTnes  peptidiques  associees  (homoproteine)  liees 
par  covalence  a un  groupement  prosthetique  de  nature  non  glucidique.  La  nature  de  ce 
groupement  est  extremement  variee  : 

• glucide  glycoproteines 

• lipide  lipoproteines 

• phosphate  phosphoproteines 

• ion  metallique  chromoproteines  (hemoglobines,  cytochromes) 
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Acides  nucleiques 

Introduction 

Constituants  universels  de  ia  matiere  vivante,  representant  10  a 20  % de  la  masse  seche. 

Caractere  acide 

Regroupes  en  deux  classes  : 

acides  desoxyribonucleiques  = ADN 

acides  ribonucleiques  = ARN 


Composition 


hoh2c, 


o. 


OH 


hoh2c, 


HO  OH 

3 D ribose 


o 


OH 


Oses 


HO  H 

3 2 desoxy  D ribose 


Deux  pentoses  peuvent  entrer  dans 
la  composition  des  acides  nuclei- 
ques : le  ribose  ou  sa  forme  2 de- 


soxy. 


Bases  azotees 

Les  constituants  de  base  des  acides  nucleiques  sont  des  composes  portant  plusieurs 
fonctions  amines,  ce  qui  leur  confere  un  caractere  basique.  On  distingue  deux  groupes  : 
les  bases  puriques  et  les  bases  pyrimidiques. 


Ph.  Collas  - UCO  Bretagne  Nord  * UCC  Qom 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N'hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


Biochimie  structurale  Acides  nucleiques 

Bases  puriques 

Deux  bases  puriques  principales  sont  trouvees  dans  les  acides  nucleiques  : la  guanine  et 
I'adenine. 


II  existe  d'autres  bases  naturelles,  que  Ton  trouve  par  exemple  dans  certains  ARNt,  ainsi 
que  des  derives  ayant  des  fonctions  particulieres,  notamment  des  hormones  vegetales 
(cytokinines,  impliquees  dans  la  division  cellulaire). 


Bases  pyrimidiques 

Elies  derivent  de  la  pyrimidine. 


nh2 

D 

D 

HN  X 

HN  ^ 

.CH3 

o 

N 

a j 

O'  N 

0'  N 

O'  N 

H 

H 

H 

H 

Pyrimidine 

Cytosine 

Uracile 

Thymine 

(2-oxy-4-amino-pyrimidine) 

(2,4-dioxy-pyrimidine) 

(2,4  dioxy-5-methyl  pyrimidine 

ou  5-methyl-uracile) 

Comme  dans  le  cas  des  bases  puriques,  il  en  existe  d'autres,  par  exemple  dans  I'ADN  de 
certains  bacteriophages  (virus  infectant  des  bacteries). 

La  cytosine  et  I'uracile  se  trouvent  dans  les  ARN,  mais  la  thymine  remplace  I'uracile  dans 
les  ADN. 
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Nucleosides 

La  liaison  d'une  base  et  d'un  pentose  forme 
un  nucleoside.  On  numerate  les  atomes  de 
la  base  de  1 a 9 (bases  puriques)  ou  de  1 a 
6 (bases  pyrimidique).  Pour  ne  pas  les 
confondre,  les  atomes  du  pentose  sont  nu- 


Nucleotides  monophosphate. 

La  fonction  alcool  primaire  du  carbone  5'  du  pentose  peut  etre  esterifiee  par  un  acide 
phosphorique.  On  obtient  alors  un  nucleotide.  II  peut  etre  monophosphate  s'il  n'y  a qu'un 
seul  phosphore. 


NH; 


N7 

5 \\ 
8 

/ 


2\ 

N3  ^ N9 
HOH2C5'^3^Ox| 

4 1 ' 

V 1 

3 2 


Adenosine 


NH  - 


IN  ^ 

A 

O'  Ni 


HOH2C5'v  .0 


\ < \ , 
\H  ^/h 


3 2 

OH  H 


dCytosine 


merotes  de  1'  a 5'. 


Nucleotides 


Base 

Ribonucleoside 

Ribonucleotide 

Adenine 

Adenosine 

Adenylate 

Adenosine  monophosphate  (AMP) 

Guanine 

Guanosine 

Guanylate 

Guanosine  monophosphate  (GMP) 

Uraciie 

Uridine 

Uridylate 

Uridine  monophosphate  (UMP) 

Cyto- 

Cytidine 

Cytidylate 

Cytosine  monophosphate  (CMP) 

sine 
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Acides  nucleiques 

Base 

Desoxyribo- 

Desoxyribonucleotide 

nucleoside 

Adenine 

Desoxyadenosine 

Desoxyadeny- 

Desoxyadenosine  monophosphate 

late 

(dAMP) 

Guanine 

Desoxyguanosine 

Desoxyguany- 

Desoxyguanosine  monophosphate 

late 

(dGMP) 

Uracile 

Desoxyuridine 

Desoxyuridylate 

Desoxyuridine  monophosphate 

(dUMP) 

Thy- 

Thymidine 

Thymidylate 

Thymidine  monophosphate  (TMP) 

mine 

Nucleotides  diphosphate  et  triphosphate. 


Les  molecules  d'acide  phosphorique  portees  par  le  pentose  peuvent  se  tier  a d'autres  mo- 
lecules du  meme  acide  par  une  liaison  dite  phosphodiester.  Ces  liaisons  demandent  une 
grande  energie  pour  leur  formation,  mais  peuvent  restituer  cette  energie  lors  de  leur  hy- 
drolyse. 
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Structure 


Structure  primaire 


L'alternance  pentose  - phosphate  cree  ie  sque- 
lette  de  I'acide  nucleique  (ADN  et  ARN). 

Structure  secondaire  de 
I' ADN 

Watson  et  Crick,  1953. 

A G A + G , 

=>—  = — = 1 et =1ouA+G=T  + C,  c est  a 

T C T + C 

dire  qu'ii  y a autant  de  bases  puriques  que  de 
bases  pyrimidiques. 

A + T 

=>  En  revanche, est  tres  variable  et  speci- 

G + C 

fique. 

=>  Les  etudes  en  Rx  (apres  cristallisation)  mon- 

trent  qu'ii  s'agit  d'une  helice. 

=>  II  existe  des  liaisons  hydrogene. 

=>  La  structure  est  celle  d'une  double  helice.  ; il  y a appariement  des  bases  homologues. 

La  molecule  helicoidale  est  dextrogyre.  Le  pas  de  I'helice  est  de  30A,  le  diametre  de  20A. 

II  y a toujours  la  meme  quantite  d'ADN  dans  un  noyau,  et  une  composition  fixe  en  bases 
azotees  pour  tous  les  types  cellulaires  d'un  espece  donnee. 
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La  complementarite  des  bases  st  essentielle  a la  stability  de  la  double  helice.  Les  deux 
chaTnes  sont  opposees,  ou  anti-paralleles. 

Proprietes  de  I'ADN 

L'ADN  est  soluble  dans  I'eau  sous  forme  de  sels  de  sodium  (en  donnant  une  solution  vis- 
queuse).  II  precipite  dans  I'ethanol  (=>  moyen  efficace  pour  I'isoler  puis  I'etudier). 

La  presence  des  bases  provoque  une  absorption  caracteristique  dans  I'UV  a 260  nm. 
Cette  absorption  est  de  30%  inferieure  a celle  d'un  melange  comportant  la  meme  quantite 
de  bases  et  les  memes  proportions  que  I'ADN  etudie  : c'est  I'effet  hypochrome,  du  aux 
liaisons  hydrogenes  entre  les  bases  des  deux  brins. 

Denaturation  thermique.  A partir  d'une  solution  d'ADN  natif,  lorsqu'on  augmente  progres- 
sivement  la  temperature,  on  constate  une  elevation  de  la  D026o  =>  courbe  de  fusion  de 
I'ADN. 

Cette  augmentation  brusque  de  la  DO  est  appe- 
lee  effet  hyperchrome.  En  meme  temps,  on  note 
une  diminution  de  la  viscosite  de  la  solution. 

La  courbe  de  fusion  correspond  a la  separation 
des  deux  brins  qui  forment  I'helice.  La  rupture 
des  liaisons  hydrogene  provoque  une  despirali- 
sation  de  la  molecule.  L'ADN  devient  monoca- 

tenaire,  il  est  denature. 
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Les  courbes  de  fusion  de  deux  molecules  d'ADN  presentent  des  valeurs  differentes  de 
temperature  de  demi-dissociation  a cause  d'une  composition  differente  en  bases  : lorsque 
la  teneur  en  G+C  augmente,  la  temperature  augmente  aussi. 

Le  phenomene  est  reversible  par  simple  refroidissement  progressif  de  la  solution.  L'ADN 
reforme  la  double  helice  et  redevient  done  bicatenaire.  Si  le  refroidissement  est  brusque, 
les  chaines  restent  monocatenaires. 

La  reformation  de  la  double  helice  est  d'autant  meilleure  que  la  complementarite  entre  les 
brins  est  plus  grande.  En  consequence,  si  on  place  dans  la  solution  deux  brins  bicatenai- 
res  differents,  et  qu'on  chauffe,  les  deux  donnent  chacun  deux  brins.  Lors  du  refroidisse- 
ment, les  sections  ayant  des  bases  homologues  pourront  s'apparier,  tandis  que  les  sec- 
tions non  homologues  ne  le  pourront  pas.  II  y a formation  de  portions  bicatenaires,  et  de 
portions  en  boucles  non  appariees.  C'est  I'hybridation  des  acides  nucleiques. 

Structure  secondaire  des  A R N 

Structure  et  proprietes  generates 

Leur  masse  moleculaire  est  plus  faible  que  celle  des  ADN  : ils  sont  plus  petits.  Ce  sont 
des  chaines  monocatenaires  de  nucleotides  : A,  G,  C,  U.  II  peut  y avoir  des  portions  com- 
plementaires  de  parties  differentes  de  la  chaine  creant  des  replis  : zones  bicatenaires, 
stabilisees  par  des  liaisons  hydrogenes. 

Leur  solubilite  et  leur  absorption  dans  I'UV  sont  proches  de  celles  de  I'ADN.  On  n'obtient 
pas  dans  leur  cas  de  courbe  de  fusion  directement  comparable  a celle  de  I'ADN,  mais  en 
revanche,  on  peut  provoquer  I'hybridation  d'un  ADN  et  d'un  ARN.  IL  n'y  a pas  d'effet  hy- 
perchrome ni  d'effet  hypochrome. 
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Differents  types  d'ARN 

A part  dans  le  cas  des  Virus,  le  cellules  presentent  trois  types  different  d'ARN  au  moins. 

ARN  messagers  = ARNm 

II  s'agit  de  la  sequence  complementaire  d'une  portion  de  I'ADN  de  la  cellule.  II  est  obtenu 
par  transcription  a partir  de  I'ADN. 

Transcription  : on  garde  le  meme  langage  (c'est  a dire  le  code  genetique),  mais  on  change 
d'alphabet  (T  ->  U). 

Traduction  : on  change  de  langage  =>  du  code  genetique  en  codon,  on  passe  aux  protei- 
nes  constitutes  d'acides  amines.  Moyen  mnemotechnique  : les  operations  se  font  dans 
I'ordre  alphabetique  inverse. 

Les  ARN  messagers  sont  "lineaires".  Leur  masse  moleculaire  est  tres  elevee,  en  liaison 
avec  la  taille  de  la  proteine  qu'ils  codent.  Elle  evolue  au  cours  de  leur  maturation  (matura- 
tion post  transcriptionneile)  : une  partie  de  ce  qui  a ete  transcrit  est  elimine.  En  particulier, 
ils  sont  souvent  precedes,  a leur  extremite  3'  d'une  chaine  de  plusieurs  adenosines  (30  a 
200)  : ARNm  poly  A.  Cette  sequence  a une  role  signal  intervenant  dans  la  reconnaissance 
avec  les  ribosomes. 

Les  ARNm  ont  une  duree  de  vie  courte  (demi-vie  de  quelques  heures  pour  la  plupart), 
sauf  dans  des  cas  particuliers,  par  exemple  dans  les  formes  de  vie  ralentie  comme  les 
graines  des  vegetaux. 

ARN  de  transfert  = ARNt 

Les  ARNt  ont  generalement  une  configuration  en  feuille  de  trefle.  Ils  presentent  des  replis 
et  des  zones  appariees.  Une  des  boucle  porte  I'anti-codon,  c'est  a dire  le  triplet  de  bases 
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complementaires  du  triplet  codant  de  I'ARN  messager.  L'extremite  3'  porte  I'acide  amine 
pour  lequel  code  le  codon. 

ARN  ribosomiaux  = ARNr 

lls  represented  80%  de  I'ARN  total  de  la  cellule.  Leur  masse  moleculaire  est  tres  impor- 
tante.  On  les  distingue  sur  la  base  de  leur  coefficient  de  sedimentation.  Un  ribosome  est 
forme  de  plusieurs  chaines  d'acide  nucleique. 

Les  acides  nucleiques  particuiiers 

Les  bacteries  et  les  virus  (procaryotes),  d'une  part,  ainsi  que  les  chloroplastes  et  les  mito- 
chondries  ont  des  acides  nucleiques  comparables  a ceux  des  autres  cellules  d'un  point  de 
vue  general,  mais  presentant  un  certain  nombre  de  particularity  a connaitre. 

L'ADN  n'est  par  organise  en  chromatine  ni  en  chromosome  ; il  n'est  pas  enferme  dans  une 
enveloppe  nucleaire. 

Le  code  genetique  est  legerement  different.  C'est  chez  ces  organismes  qu'on  rencontre  le 
plus  de  bases  rares. 

Les  ribosomes  ont  des  coefficients  de  sedimentation  differents. 

Les  retrovirus  presented  la  particularity  de  posseder  uniquement  une  molecule  d'ARN, 
mais  pas  d'ADN.  Cet  ARN  doit  d'abord  etre  transcrit  en  ADN  par  la  cellule  hote.  L'enzyme 
impliquee  est  la  transcriptase  reverse. 

M e t h o d e s d'etude 


L'extraction  se  fait  a partir  d'un  materiel  riche  en  acide  nucleique  : de  preference  des  cel- 
lules jeunes,  en  division.  Apres  broyage  (fort,  de  fagon  a faire  eclater  les  noyaux)  et  sou- 
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vent  delipidation,  i'extraction  se  fait  dans  une  solution  saline.  L'extrait  contient  alors  ge- 
neralement  un  melange  de  proteines  et  d'acides  nucleiques. 

Les  proteines  sont  eliminees  par  centrifugation,  puis  les  acides  nucleiques  sont  precipites 
par  I'ethanol. 

On  peut  effectuer  un  dosage  colorimetrique  portant  soit  sur  le  phosphore,  soit  sur  le  pen- 
tose. 

La  separation  des  differentes  classes  d'acides  se  fait  generalement  par  electrophorese  sur 
gel,  avec  des  techniques  variee  (biologie  moleculaire).  On  parvient  a caracteriser  des 
groupes  d'ARN,  par  exemple,  caracteristiques  de  telle  ou  telle  phase  du  developpement 
de  I'organisme,  c'est  a dire  que  les  proteines  correspondantes  ne  sont  synthetisees  qu'a 
certaines  periodes  de  la  vie. 

La  localisation  cellulaire  peut  etre  faite  par  diverses  methodes. 

Une  coloration  de  type  Feulgen  colore  specifiquement  I'ADN  en  rose. 

Apres  I'ajout  d'une  molecule  marquee  (par  exemple  thymine  triciee),  certaines  molecules 
d'ADN  seront  marquees.  La  preparation  cellulaire  est  fixee,  puis  on  la  place  sous  une  pla- 
que photographique.  Les  grains  d'argent  de  I'emulsion  photographique  sont  impression- 
nes  par  remission  radioactive,  ce  qui  permet  de  localiser  les  compartiments  cellulaires 
dans  lesquels  s'est  fait  I'incorporation. 
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Methodes  d'etude 


Preparation  de  I'echantillon  : 

Fractionnement  cellulaire 

Constitution  generate  des  tissus  et  des 
cellules 

De  I'exterieur  vers  I'interieur : 

Tissu  = L de  cellules,  entre  lesquelles  il  n'y  a pas  de  vide,  mais  des  parois  vegetales,  des 
constituants  interstitiels  animaux,  le  tout  baignant  dans  un  liquide  ± complexe  =>  on  peut 
avoir  besoin  d'analyser  les  constituants  en  question. 

Cellule  : 

membrane  plasmique  : lipides,  proteines 

cytoplasme  / cytosol  : gel  de  proteines,  de  sels  mineraux,  de  toutes  sortes  de  molecules 
organites  : enveloppe  de  2 membranes  + matrice  (stroma)  propres. 

Fractionnement 

Lorsque  le  compartiment  cellulaire  n'est  pas  abordable  directement,  il  taut  commencer  par 
le  separer  des  autres  parties  du  tissu  ou  de  la  cellule  (le  sang  est  directement  isoiable,  par 
exemple). 
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Broyage 

fin,  mais  trop  long  = pertes  / polytron,  Moulinex,  mortier  - pilon,  sable  de  Fontainebleau,... 
=>  poudre  fine  de  preference 

• pH  fixe  / tampon 

• anti-oxydant  (pb  phenols) 

• a froid  (enzymes  en  general) 

• BSA  : proteases 

• osmoticum  : organites 

• qualitatif  / quantitatif : les  imperatifs  ne  sont  pas  les  memes 

Separation 

Solubilisation 

selon  le  compose  a isoler : 

• solvant  organique  =>  lipides  et  composes  apolaires 

• solvant  aqueux  =>  composes  polaires  : glucides,  acides  amines,  peptides,  ARN  de  pe- 
tite taille,... 

• insolubles  =>  nombreuses  substances  de  composition  particuliere,  ou  encore  de  taille 
importante 

Melanges  ou  successions  de  solvants  : 

Un  premier  passage  d'un  solvant  organique  peut  par  exemple  eliminer  les  lipides  (delipi- 
dation),  et  laisser  les  autres  composes.  Une  elimination  specifique  d'un  compose  est  par- 
fois  plus  efficace  qu'une  tentative  de  purification  directe  du  compose  cherche. 
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Filtration 

La  methode  la  plus  simple  de  separer  un  element  soluble  des  elements  insolubles  (exem- 
ple  type  : la  percolation  du  cafe!) 

Apres  fractionnement,  il  reste  : des  debris  celiulaires,  des  cellules,  des  organites  de  taille 
variable,  qui  resteront  sur  le  papier  filtre. 

Centrifugation 

L'application  d'une  force  centrifuge  a un  echantillon  (liquide  ou  pateux)  equivaut  a I'appli- 
cation  d'une  force  gravitationnelle  controlee.  On  separe  done  les  composes  en  fonction  de 
leur  masse  et  de  leur  densite. 

Milieu  de  separation  : tous  les  composes  de  densite  superieure  a celle  du  milieu  surnage- 
ront,  tandis  que  tous  les  composes  de  densite  inferieure  sedimenteront.  Le  resultat  est  le 
meme  que  celui  de  la  filtration. 

Centrifugation  sur  gradient : il  est  possible  de  creer  un  gradient  de  densite  le  long  du  tube 
a centrifuger.  Les  composes  / organites  se  placent  dans  la  zone  correspondent  a leur 
densite. 

Exemple  : fractionnement  du  foie  de  Rat 

Homogenat 

i 10  min.  a 600  g ->  culot 

i 10  min.  a 600  g 

surnageant  culot : noyaux  et  debris  celiulaires 

i 10  min.  a 8 000  g — > culot : mitochondries 
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i 1 0 min.  a 1 5 000  g -»  culot : lysosomes 

i 60  min.  a 100  000  g culot : microsomes 

surnageant : molecules 

Purification 

Solubilite  differentielle 

Exemple  : purification  des  chlorophylles  a partir  de  feuilles  d'orties  : 

Broyage,  extraction  dans  I'acetone  a 85%  : solubilisation  de  tous  les  composes  apolaires, 
plus  une  partie  des  composes  polaires. 

Filtration  sur  papier 

Chlorure  d'ammonium  10%  : precipitation  des  proteines 

Ether : les  chlorophylles  passent  preferentiellement  dans  I'ether,  la  phase  acetone  - eau 
devient  limpide  =>  elimination 

Lavages  a I'eau  : certaines  impuretes  peuvent  rester  dans  la  phase  etheree,  les  lavages 
permettent  de  les  reprendre  et  de  les  eliminer 

Methanol  : la  chlorophylle  b est  plus  soluble  dans  i'ethanol  que  dans  I'ether,  inverse  pour 
la  chlorophylle  a =>  les  deux  chlorophylles  sont  separees  et  peuvent  etre  (theoriquement) 
etudiees  separement. 
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Techniques  chromatograph iques 

Lorsque  plusieurs  composes  presenter^  les  memes  caracteristiques  de  solubilite,  on  peut 
les  separer  par  chromatographie  : exemple  de  melange  de  composes  polaires  : 

broyage,  extraction  a I'eau,  filtration  : les  lipides  et  les  grosses  proteines  restent  sur  le  fil- 
tre,  les  glucides  et  les  acides  amines  passent  dans  le  filtrat. 

Chromatographie  d'exclusion  : les  plus  grosses  molecules  (polypeptides,  polyosides)  pas- 
sent rapidement  et  sont  exclues,  les  petites  (acides  amines  et  glucides  simples)  sont  re- 
cueillies  ensuite. 

Chromatographie  d'echange  ionique  : 

• une  colonne  echangeuse  d'anions  retient  tous  les  composes  cationiques  (charges  posi- 
tivement)  : acides  amines  dibasiques  notamment 

• une  colonne  echangeuse  de  cations  retient  tous  les  composes  charges  negativement : 
acides  diacides  notamment 

• ('utilisation  consecutive  des  deux  colonnes  permet  de  separer  le  melange  en  trois  clas- 
ses : acide,  basique  et  neutre,  la  derniere  correspondant  aux  glucides  et  aux  acides 
amines  neutres. 


Caracterisation 


Techniques  chromatograph! ques 


Les  chromatographies  d'adsorption  (sur  papier,  sur  couche  mince  de  cellulose  ou  d'alumi- 
nium),  en  phase  gazeuse,  d'echange  d'ions  ou  d'exclusion  permettent  soit  de  faire  une 
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separation  grossiere,  soit  de  faire  une  separation  fine,  en  fonction  des  conditions  d'utilisa- 
tion. 

Exemple  : chromatographie  bidimensionnelle  sur  papier  d'un  melange  de  composes  polai- 
res 

• depot  d'un  echantiilon  dans  un  des  coins  de  la  feuille 

• migration  dans  un  premier  solvant,  volatil  ; evaporation  du  solvant  (une  nuit  a 40 °C) 

• migration  dans  un  second  solvant,  apres  retournement  de  la  feuille  a 90° 

• sechage,  revelation 

Electrophorese 

L'electrophorese  permet  de  separer  et  de  caracteriser  diverses  classes  de  molecules  : 
glucides  simples  ou  composes,  acides  amines,  peptides  et  proteines.  Elle  convient  un  peu 
moins  aux  lipides. 

Techniques  color imetriques 
Revelation  par  coloration 

Apres  une  chromatographie  ou  une  electrophorese,  les  composes  n'etant  generalement 
pas  colores,  on  cherche  leur  emplacement  sur  la  feuille  grace  a une  coloration  : revelation 
a la  ninhydrine  pour  les  acides  amines,  au  bleu  de  Coomassie  ou  au  nitrate  d'argent  pour 
les  proteines,  a I'anthrone  pour  les  glucides,  etc. 

Dosages  par  colorimetrie 

Lorsque  la  reaction  est  quantitative,  on  peut  appliquer  la  loi  de  Beer-Lambert : 
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I = l0e_e  c I <=>  log(l/l0)  = D.  0.  = ecI 


• avec  £ = coefficient  d'extinction  molaire,  dependant  - de  la  longueur  d'onde  ; - de  la  na- 
ture des  liaisons  du  compose  etudie 

• c = concentration  de  la  solution 

• I = longueur  du  trajet  optique,  fixee  a 1 cm 

Puisque  I,  £ et  X sont  fixes,  on  a la  relation  simple  : D.  O.  = f([c]). 

On  choisit  une  gamme  de  concentrations,  a laquelle  on  fait  subir  la  reaction,  et  on  trace  la 
courbe  obtenue  : 


serie  de  determinations,  car  les  conditions  peuvent  varier  (par  exemple  duree  de  passage 
et  temperature  du  bain-marie). 

Spectrometrie 


Une  autre  application  de  la  loi  de  Beer-Lambert  est  I'obtention  de  spectres.  Dans  ce  cas, 
la  concentration  est  fixee,  mais  on  fait  varier  la  longueur  d'onde.  La  disparition  des  rayon- 
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nements  d'une  longueur  d'onde  correspond  a I'absorption  de  I'energie  des  photons 
concernes  par  une  liaison  particuliere.  Un  pic  d'absorption  caracterise  done  la  presence 
d'une  liaison  dans  la  solution  etudiee.  Si  la  preparation  est  pure,  on  est  done  a meme  de 
caracteriser  parfaitement  le  compose,  en  fonction  des  pics  obtenus. 

Techniques  immunologiques 

La  faculte  de  reconnaissance  antigene  - anticorps  est  de  plus  en  plus  utilisee.  La  specifici- 
te  de  la  reaction  est  generalement  totale,  mais  dans  le  meme  temps,  elle  ne  donne  pas  de 
reponse  d'une  grande  ampleur.  A la  detection  est  alors  associee  une  amplification,  sous 
forme  d'une  reaction  enzymatique  dont  le  produit  est  colore. 
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